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F：ig．　7　Effects　of　anode　and　cathode　positions　at　electroporatiofi　oR　the　BA　permeation　across
hairless　rat　skin
　　　Symbols：control（團），　anode（㊥），　cathOde（△）
　　　Each　data　poi　Rt　represeR｛s　the　mean　±　S．E．　of　3．　replicates．
　Figs．6a，6b）に示したエレクトロポレーションon直前の定常状態fluxを
J。。nt、　off直後のfluxをJmaxとして、各適用電圧における最大促進比
（J。iax／J。。。t）を計算した。その結果をFig．8に示す。同じ適用電圧で比較す
．．　Il　一一
ると、角質層側のneedle電極を陰極にした方が陽極とするより高い促進比が
得られた。また、適用電圧を上げていくと最大促進比も直線的に増大した。以
上の結果から、エレクトロポレーションには2つの異なった促進メカニズム、
すなわち、電圧を適用している間にpOreが皮膚バリアー中に形成され、そこ
をBAが拡散するという機構と、イオントフォレシスにみられるように電気エ
ネルギーによる駆動力の増加による促進機構が関与していると考えられた。ま
た、エレクトロポレーションではoffした後にもバリアー中に残存している
poreを通ってBAが輸送されるものと考えられた。
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Fig．8　Effects　of　electrode　position　oB　Jmax．IJcont　through　hairless　rat　skin
　　　　Each　data　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　replicates．
　今回のin　v：itro皮膚透過実験では角質層側、真皮側ともに生理食塩液を使
用したため、Fig．9aに示すように角質層側を陰極としてエレクトロポレーシ
ョンの処理を行うと、まず最初に角質層に水溶性経路であるporeが形成され、
そのporeを通り瞬間的にイオンも流れる。その後断続的に適用電圧を負荷す
ることによりイオンがporeを流れ、また、　pore自身も拡大してporeの存
一12一
続時間が延長すると考えられる。そのためNa＋などの陽イオンが形成された
pOreを通り真皮側から角質層側へ、逆にBAMやCl一などの陰イオンが角質
層側から真皮側に電気駆動力によって移動する。また、角質層側を陽極にする
とC1一が真皮側から角質下側へ、　Na＋が角質層側から真皮側に電気駆動力に
よって移動すると考えることができる（Fig．9b）。
（a）
Na＋
Cl一
BA一
角質層側
Na＋
Cl一
真皮側
十　　　十
（b）
Na＋
Cl一
BA一
角質層側
Na＋
cr
真皮側
イオンの流れる方向：→
Fig．9　Schematic　diagram　of　ion　trafispert　at　electrophoresis
　以上のことからエレクトロポレーションには本来のporeを形成して薬物の
皮膚透過を促進しているのではなく、イオントフォレシス様の電気駆動力も関
与していることが示唆された。
（2）エレクトロポレーションの角質層への影響
　次に、角質層のないstripped　skinではエレクトロポレーションの作用がど
のように表れるか評価した。Fig．10にstripped　skinを介したBAの経時flux
を示す。エレクトロポレーション処理と未処理ともにほぼ同様の挙動が得られ、
3時間の1ag　timeの後ほぼ一定のflux（約15μmo1／cm2／h）となった。
このことよりstripPed　skin透過性に対しては、エレクトロポレーションの効
果はみられないことがわかった。
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Effects　of　electroporation　on　the　ti　me　course　of　BA　fi　ux　through　stripped　hairless
Symbols：control（囲），150V（0），150V（㊥），300V（△），300V（《）
Ciosed　syrnbols　：　Needie　electrode　was　set　as　an　cathode．　Open　symbois　：
Needle　electrode　was　set　as　an　anode．
Each　data　point　represents　the　mean　±　S．E　of　3　replicates．
　（3）エレクトロポレーションのより実用的な系に関する検討
　次にエレクトロポレーションの実用性を考慮に入れて、ring電極とneedle
電極をともに角質層側に適用し皮膚透過実験を行った。Fig．11にその時の各
適用電圧でのBAの経時fluxを示す。なお、図中の脚注に示したN（一）ま
たはN（＋）はneedle電極をそれぞれ陰極、陽極としたことを示す。コント
ロール時のBAの皮膚透過は2時間の1ag　time後一定のflux（0．07μ
mo1／cm2／h）を示した。一方エレクトロポレーションで処理するとfluxは
経時的に増加した。また、この作用は適用電圧が高い方がより大きく、さらに
ring電極を陽極とした時の方が大きかった。　ri㎎電極を陽極とするとエレク
トロポレーションOnのときに皮膚表面にBAを引きつけることによって薬
物透過が上がったと推察された。
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Fig．11　Effects　of　electroporatien　on　the　time　course　of　BA　flux　through　hairless　rat　skin．
　　　Symbols：control（囲），150V－Nイ＋）（0），150V－N一（一）（㊥），300V－N一（＋）（△），300V－N一（一）
　　　（A）
　　　N一（＋）　：　Needle　electrode　was　set　as　an　cathode．　N一（一）：　Needle　electrode　was　set　as　an
　　　anode．
　　　Each　data　point　represents　the　meaR　±　S．E．　of　3　replicates．
　また、この電極の位置（陽、陰極ともに角質層側に設置）が　（1）　で行っ
た実験系、つまり皮膚を介して電極を設置したとき（Figs．6、7）とどのよう
に異なるかについて検討した。これら各実験から、エレクトロポレーションon
直前の定常状態fluxをJ，。nt、エレクトロポレーションoff後のfluxをJm。x
として、各適用電圧でのエレクトロポレーションの最大促進比（J、。。x／J，。。t）を
計算した。結果をFig．12に示す。電極の皮膚を介した設置と皮膚を介さない
設置でBAの最大促進比には有意差はみられなかった。このことからエレクト
ロポレーションでは皮膚を介して電極を置く必要がないことが明らかとなった。
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fig．12　Effccts　of　electrode　position　and　voltage　on　Jmax／JcoRt
　　　Each　data　poi　nt　represents　the　mean　±　S．E　of　3　replicates
　ここで、エレクトロポレーションの経皮吸収促進効果に関する適用電圧とそ
のときの電極の置き方の影響について小罪する。角質層側に陽極または陰極の
電極のどちらを設置しても、適用電圧を上げていくとBAの皮膚透過性は増加
した。しかし、その促進作用は角質層側を陰極としたときの方が陽極とするよ
り大きかった。さらに、エレクトロポレーション負荷時に角質層側を生理食塩
液としoff後にBA溶液として行った透過実験からBAの皮膚透過性に有意
な差が得られなかったことから、陽極、陰極の選択によるporeの形成能に違
いがないことが示唆された。これらの結果から、角質層側を陽極としたときは
皮膚中に形成されたpore中をBAが拡散・透過したと考えられた。また、角
質層側に陰極電極を設置したときは角質層バリアー申のporeが形成に加え、
電気エネルギーによる駆動力が加わりBAの皮膚透過がさらに促進されたもの
と考えられた。また、適用電圧が低い時のpore形成は可逆的であることが示
唆された。また、電極を皮膚を介して設置した場合と両電極ともに角質層側に
置いたときの皮膚透過性には有意な差が見られなかったことから、電極は皮膚
を介して置く必要がないことが明らかとなった。
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（4）エレクトロポレーションによる電極間距離の影響
　次に、電極間距離を変えてエレクトロポレーションの皮膚透過促進効果につ
いて検討した。また、エレクトロポレーションの作用部位をより詳細に検討す
るためにBAの皮膚内濃度を測定した。
　Fig．13．は電極間距離に対するBAの最大fluxを示す。コントロール（エ
レクトロポレrション処理なし）に比べ、15mrnの間隔で電極を設置すると、
で約1．45倍の最大fluxの違いが得られた。また、電極間隔を近づけていく
と皮膚透過促進効果がさらに増大した。しかし、5mm以下とすると逆に促進
効果が小さくなる傾向を示した。これは、おそらく電極間の放電現象によるも
のと考えられた。
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Fig．13　Effects　of　aRode－cathode　distance　aftd　voltage　on　Jmax／JcoRt
　　　bech　data　poi　nt　represents　the　fnean　±　S．E　of　3　replicates．
（5）エレクトロポレーション負荷時におけるBAの皮膚内濃度の測定
　薬物の皮膚透過性は皮膚透過量からだけでなく皮膚中量を測定することによ
っても評価できる。そこで、エレクトロポレーションon時のBAの皮膚内
濃度を測定して皮膚透過促進部位を検討した。Fig．14に電極（needle電極）
設置部位と皮膚サンプリング部位を、Fig．15に各皮膚部位でのBA濃度を示
す（ただし、aのみにエレクトロポレーション処理）。コントロール時の皮膚
一蚤7一
内濃度に比べ、a、　b、　cはそれぞれ約3倍、2倍、1．6倍であった。すな
わち、電極に極めて近いaでは電場強度が大きく、pOre形成能が高く、結果
としてBAの皮膚内濃度が高くなったと考えられた。一一方、　g、　hのように
電極から離れると電場強度が低下し、BAの皮膚中量はコントロール部位と有
意な差が得られなかった。以上より、エレクトロポレーションは電場強度の高
いところ、すなわち電極の真下と電極間の角質層に作用してporeを形成し薬
物皮膚透過性を向上させているものと考えられた。
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Fig．14　Position　of　e｝ectrodes　and　skin　safnples　to　measure　BA　ameunt
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　　　　　　Fig．15　E］ffects　of　electroporation　on　the　BA　amount　in　several　skin　sltes
　　　　　　Each　data　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　3－5　replicates．
（6）エレクトロポレーションによる電極の適用部位の影響
Fig。3、4の結果から、電極を一ヶ所に設置しエレクトロポレーション処理
一蓋8一
（300V）してもfluxは2～3倍の促進効果しか示さなかったが、電極付近
の皮膚内BA濃度は高いことがわかった。したがって、エレクトロポレーショ
ン適用部位数を増せばBAの皮膚透過がさらに促進することが予想された。
そこで、電極の適用部位数をローテーションしてエレクトロポレーション処理
した。Fig．16にローテーション方法を、　Fig．17に各実験におけるBAの経
時fluxを示す。1のみに電圧を負荷したものを集中型（10calized）とし、1時
問目に1、2時問目に2の部位のようにエレクトロポレーションを処理した
ものを分散型（rotated）とした。集中型、分散型はともにコントロールに比べ
BAの皮膚透過を促進したが、分散型は集中型より5～6時間目のfluxで約
1．5倍高かった。以上、集中型では促進効果の飽和が見られたが、分散型では
各部位で飽和のない促進効果が得られた。
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Fig．16　Electroporation　positioR　on　the　excised　skin
一19一
O．02
????????（????????????
oo
　　画垂
＠　tw　tw＠＠
璽　　　幽臨嘩
　　囲　囲
囲
2　　　　　4
Time　（　h　）
6
Fi　g．　17　Effects　of　rotated　or　10cal　i　zed　electrode　position　on　the　electroporated　skin
permeatation　of　BA
　　　　Symbols；control（囲），　rotated（《），1㏄alized（㊥）
　　　　Each　data　point　reprcsents　the　meaR　±　S．E．　of　3　replicates．
　ここで、エレクトロポレーションの効率化を目指し、電極間距離、電場強度、
および電極の位置についての検討結果を小野する。エレクトロポレーション適
用時の四四購が5㎜のときBA皮離過性が駄でありたことから、
電極間距離には至適距離が存在することが明らかとなった。また、BAの皮膚
内濃度は電極近傍で高く、電極から離れていくにしたがい皮膚濃度が低くなっ
た。さらに、電極の適用部位数を増すことにより皮膚透過性が増加した。以上
の結果から、エレクトロポレーションの皮膚透過促進効果は電場強度に密接に
関係していることが示唆された。また、エレクトロポレーションの負荷部位を
増すことは、薬物の皮膚移行部位を増すことになり、皮膚透過性を向上させる
方法として有用であることが明らかとなった。
第2節エレクトロボレーションとイオントフォレシスの併用に関する検討
　エレクトロポレーションに作用メカニズムの異なるイオントフォレシスを併
用して、さらなる促進効果を得ることを目的に以下の実験を行った。
（1）エレクトロポレーションとイオントフォレシスの併用に関する検討
Fig．18にエレクトロポレーション単独系（450　v）と、エレクトロボレー
一20一
ションとイオントフォレシス（450V、3V）併用系のBA累積皮膚透過量一
時間曲線を示す。各処理群の8時間に亘る累積透過量をコントロールと比較す
ると、イオントフォレシス単独系は3．67倍、エレクトロポレーション単独系
は1．67倍、またこれらの併用系は7．08倍になった。この結果から、エレク
トロポレーションにイオントフォレシスを併用することでBAの皮膚透過性が
相乗的に促進されることが明らかになった。この促進メカニズムとしては、エ
レクトロポレーションによってporeが形成され、そこにイオントフォレシス
によって生じた電気駆動力が作用してBAの透過性をさらに増加させたことで
あると考えられた。
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Fig．18　Effects　of　electroporation　aRd／er　iontophoresis　on　the　amount　of　BA　permeated　through
hairless　rat　skin．
　　　Symbols：control（囲），　iontophoresis（㊥），　clectropratioR　450V（命），
　　　iontophoresis　＋　electropration　450V　（A）
　　　Each　data　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　replicates．
（2）エレクトロポレーションとイオントフォレシスの併用効果に対するエレ
クトロポレーションの適用電圧の影響
　Fig．19にエレクトロポレーションとイオントフォレシスとの併用系とエレ
クトロポレーション単独系における各適用電圧での定常状態fluxを示す。エ
レクトロポレーション単独系（150、300V）のBA　fluxはコントロール時
の値とほぼ変わらなかった。BA自身の固有の皮膚透過性は高く、150、300　V
ではエレクトロポレーションの促進効果がほとんど現れなかったと考えられた。
しかし、この程度の適用電圧でもイオントフォレシスを併用することによっ
一21　一・
て高い促進効果がみられた。また、より高い電圧（450、600V）でエレクト
ロポレーション処理をしイオントフォレシスを併用すると、相乗的な皮膚透
過促進効果がみられた。また、その効果はエレクトロポレーション時の適用電
圧の高いほうが大きくなった。
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Flg．19　Effects　of　electroporation　and／or　iontophoresis　oR　the　BA　fitix
　　　　Each　data　poi　nt　represents　the　mean　±　S．E　of　3　replicates．
第3節　まとめ
　150、300Vのエレクトロポレーション単独系ではほとんど促進効果がみら
れなかったが、この適用電圧でもイオントフォレシスを併用することで高い促
進効果が得られた。この時に皮膚バリアー中に形成されたpOreは、　BA自身
の皮膚透過性が高いため、ほとんど単独系での促進効果に寄与しなかったもの
と考えられた。しかしエレクトロポレーションの適用電圧を450、600Vまで
上げてイオントフォレシスを併用すると、相乗的な透過促進効果が得られた。
以上より、エレクトロポレーションに作用メカニズムの異なるイオントフォレ
シスを併用すると皮膚透過性をさらに増加できると思われた。
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おわりに
　本研究より、ジェットインジェクターやエレクトロポレーションで前処理を
行い、角質層バリアーに小孔を形成させ、これとは全く促進メカニズムの異な
るイオントフォレシスを併用することで、薬物の経皮吸収のさらなる改善が可
能であることが明らかになった。
　今回得られた結果は、現在点滴治療に用いられている薬物のみならず皮膚か
らの吸収がほとんど期待できずヒトへの適用方法がないペプチドやDNA薬の
皮膚適用製剤化のための一歩になるものと思われる。また、今回の研究を継続
することによって、これらの製剤が点滴注射に代わるものとして広く受け入れ
られると考えている。
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